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【 摘要 】 背景 ”牙齿 中 啉 单 胞 菌 ( Pg. ) 是 牙 周 炎 的 主要 致 病菌 ， 研 究 发 现 Pg. 能 够 通过 口腔 - 肠 道 途径 对 2 型 
糖尿 病 (T2DM ) 在 内 的 全 身 疾病 产生 影响 ， 而 其 具体 机 制 尚 不 完全 明确 。 目 的 ”探究 Pg. 是 否 通过 改变 肠 道 机 械 屏障 
及 免疫 屏障 对 T2DM 产生 影响 。 方 法 ”40 只 SPF 级 小 鼠 ， 随 机 挑选 24 只 构建 T2DM 模型 ， 建 模 成 功 小 鼠 中 挑选 16 只 
分 为 模型 组 (DM 组 ，n=8 ) 和 模型 + 牙 卢 中 啉 单 胞 菌 组 ( PD 组 ，n=8 ) ， 其 余 16 只 小 鼠 分 为 对 照 组 (N 组, n=8) 和 
Pg. 组 (n=8) 。 建 模 后 观察 小 鼠 体 质量 和 空腹 血糖 (FPG ) , 98 5 周 进 行进 行 口服 葡萄 糖 耐量 试验 (OGTT) ,绘制 
OGTT 曲线 并 计算 曲线 下 面积 (AUC) 。 第 7 周 起 Pe. 组 和 PD 组 灌 饲 Pg. 菌 液 ， 连 续 灌 饲 5 周 。 酶 联 免疫 吸附 测定 脂 
多 糖 ( LPS ) ， 实 时 奖 光 定量 PCR 检测 结肠 紧密 连接 蛋白 及 炎症 因子 ， 苏 木 素 - DHL CHE) 染色 观察 小 鼠 结肠 组 织 ; 
变 。 采用 Pearson 相关 性 或 Spearman 相关 性 分 析 探 究 小 鼠 FPG 与 结肠 紧密 连接 蛋白 mRNA 表达 及 血清 LPS 含量 的 关系 。 
结果 ” 灌 胃 前 第 2~6 周 DM 组 体质 量 高 于 N 组 、Pg. ZH, PD 组 体质 量 高 于 N 组 ,第 3-6 JA] PD 组 体质 量 高 于 Pg. 组 。 
第 9~11 周 N 组 、Pg. 组 体质 量 高 于 DM 组 、 PD 组 , 第 11 周 PD 组 体质 量 低 于 DM 组 第 3~6 周 PD 组 FPG 高 于 N 组 、 
Peg. 2H, 48 4-6 周 DM 组 高 于 N 组 、Pg. 组 第 7~11 周 Pg. 组 FPG 低 于 DM 组 、 PD £H, PD 组 高 于 N 组 , 58 10, 118] 
PD 组 高 于 Pg. 组 。 DM 2H AUC i T. N 2H, Pe. £H, PD 组 高 于 N 组 DM 组 、Pg. 组 , PD 组 LPS 高 于 N 组 DM 组 。 
PD 组 紧密 连接 蛋白 1 (Z0-1 ) 低 于 N 组 ，DM 组 闭合 蛋白 (Occludin ) 低 于 N 组 ,PD 组 Occludin 低 于 N 组 、 DM 组 、 
Pg. 组 , PD 组 白介素 (LI )17A 低 于 N 组 、Pg. 组 , NZH IL-10 zT DM £H , Pg. £H, PD£R, PD 组 肿瘤 坏死 因子 (TNF-a ) 
高 于 N 组 、DM 组 、Pg. 组 ，Pg. 组 、PD 组 Toll 样 受 体 4 ( TLRA) 高 于 N 组 。 相 关 性 分 析 结 果 表 明 ，FPG 与 LPS 呈正 
相关 ,与 Occludin 呈 负 相关 ( P<0.05 ) 。 病 理 结 果 示 Pg. 组 和 DM 组 固有 层 可 见 结缔 组 织 增生 ， 伴 淋巴 细胞 灶 性 温润 ， 
PD 组 固有 层 伴 淋 巴 细胞 灶 性 浸润。 结论 。 Pg. 可 能 通过 破坏 肠 道 机 械 屏 障 及 免疫 屏障 导致 LPS A, DE T2DM 小 鼠 
WF CAE SRL 
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[Abstract] ^ Background Porphyromonas gingivalis ( Pg. ) is the main pathogen of periodontitis. Studies have found 
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that Pg. can affect systemic diseases including type 2 diabetes mellitus ( T2DM ) through oral-intestinal pathway, but its specific 
mechanism remains unclear. Objective To explore whether Pg. has an effect on T2DM by changing intestinal mechanical and 


immune barriers. Methods A total of 24 among 40 SPF mice were randomly selected to construct T2DM models, | among the 
successful models, 16 mice were selected to be divided into the model group ( DM group, n=8 ) and model Porphyromonas 
gingivalis group ( PD group, n=8 ) , and the other 16 mice were divided into the control group ( N group, n=8 ) and Pg. Group 
(n=8 ) . After modeling, body mass and fasting blood glucose ( FPG ) of mice were observed, and oral glucose tolerance test 
( OGTT ) was performed at the 5th week, OGTT curve was plotted and the area under the curve ( AUC ) was calculated. Pg. 
group and PD group were gavaged with Pg. bacterial solution from the 7th week for 5 consecutive weeks. Lipopolysaccharide ( LPS ) 
was determined by enzyme-related immunosorbent assay ( ELISA ) , colonic tight-junction protein and inflammatory factors 
were detected by real-time fluorescence quantitative PCR, and colonic tissue lesions were observed by hematoxylin-eosin ( HE ) 
staining. Pearson correlation or Spearman correlation analysis was used to investigate the relationship of FPG with colonic tight 
junction protein mRNA expression and serum LPS levels in mice. Results Body weight of DM group was higher than that of N 
group and Pg. group at 2nd to 6th weeks before irrigation, and body weight of PD group was higher than that of N group and body 
weight of PD group was higher than that of Pg. group at 3rd to 6th weeks before irrigation. The body weight of N group and Pg group 
was higher than that of DM group and PD group at 9th to 11th weeks, and the body weight of PD group was lower than that of DM 
group at 11th week. FPG in PD group was higher than that in the N and Pg. groups at 3rd to 6th weeks, and FPG in the DM group 
at 4th to 6th weeks was higher than that in N and Pg. groups. FPG of Pg. group was lower than that of the DM group and PD group at 
7th to 11th weeks, PD group was higher than that of the N group, and PD group at week 10 and 11 was higher than the Pg. group. 
AUC in the DM group was higher than that in the N group and Pg. group, and PD group was higher than that in the N group, 
DM group and Pg. group. LPS of PD group was higher than that of N group and DM group. Tight junction protein 1 ( Z0-1 ) in the 
PD group was lower than that in the N group, Occludin in the DM group was lower than that in the N group, Occludin in the PD 
group was lower than that in the N group, DM group and Pg. group. The interleukin ( IL) 17A in the PD group was lower than 
that in the N group and Pg. group, and IL-10 in the N group was higher than that in the DM group and Pg. group. Tumor necrosis 
factor ( TNF- a ) in the PD group was higher than that in the N group, DM group and Pg. group. Toll-like receptor 4 ( TLRA ) 
in the Pg. group and PD group was higher than that in N group. Correlation analysis showed that FPG was positively correlated 
with LPS, and negatively correlated with Occludin ( P«0.05 ) . The pathological results showed connective tissue hyperplasia 
with focal lymphocyte infiltration in the lamina propria in the Pg. and DM groups, and the lamina propria with focal lymphocyte 
infiltration in the PD group. Conclusion Pg. may aggravate the glucose metabolism disorders of T2DM mice by disrupting the 
intestinal mechanical barrier and immune barrier leading to LPS entry into the bloodstream. 
[Key words] Diabetes Mellitus, type 2; Glucose metabolism disorders; Porphyromonas gingivalis; Intestinal tight 


junction protein; Intestinal immune 


牙 周 炎 CPD) 是 由 菌 斑 微生物 感染 引起 牙 周 组 织 
的 的 慢性 炎症 性 疾病 ， 是 导致 成 人 牙 列 缺损 、 缺 失 的 重 
要 原因 ， 还 与 多 种 代谢 性 、 炎 症 性 和 自身 免疫 性 疾病 如 
2 型 糖尿 病 CT2DMO 、 高 脂 血 症 、 动 脉 粥 样 硬 化 性 血 
管 疾病 和 类 风湿 关节 炎 等 密切 相关 '' 。T2DM 是 发 病 
率 增长 最 快 的 代谢 性 疾病 "1 ， 其 主要 特征 是 胰岛 素 分 
泌 相 对 不 足 和 胰岛 素 抵抗 ， 其 致死 率 仪 次 于 心血 管 疾病 
和 肿瘤 。 研 究 发 现 ， 牙 周 炎 与 T2DM 存在 相互 促进 的 关 
R, TDM 是 牙 周 炎 的 重要 危险 因素 ， 同 时 牙 周 炎 也 可 
能 影响 T2DM 的 发 生发 展 " ?1 。 

近年 来 ， 多 项 研究 证 实 ， 牙 周 炎 特 异性 菌 群 能 通过 
肠 道 菌 群 及 肠 道 屏障 对 全 身 多 器 官 疾病 产生 影响 ， 呈 现 
“ 口 - 肠 -多 器 官 ” 模 式 ， 如 结肠 炎 、 关 节 炎 、 脑 病 、 
糖尿 病 、 高 脂 血 症 等 7; 。 牙 龄 中 啉 单 胞 菌 (Pg. ) 是 
牙 周 炎 的 主要 致 病菌 ， 人 研究 发 现 ， 其 能 够 随 吞 咽 进 入 肠 


道 , 引起 肠 道 微生物 区 系 组 成 发 生 改 变 ， 导 致 肝脏 、 脾 
脏 、 肠 道 等 器 官 出 现 炎症 反应 。 结 肠 黏膜 的 厌 氧 和 
高 PH 环境 更 有 利于 Pe. 的 黏附 "" ,一旦 发 生 菌 群 失调 ， 
有 害 细菌 占据 主导 地 位 ， 会 引起 宿主 肠 道 免疫 状态 以 及 
肠 道 屏障 功能 受 损 ， 细 菌 毒素 和 代谢 物 等 毒性 物质 可 能 
通过 肠 道 进入 体循环 中 ， 导 致 身体 远 处 各 组 织 和 器 官 受 
44 5. ， 进 而 增加 了 以 低 度 炎症 为 特征 的 其 他 系统 性 疾 
病 的 发 病 风 险 ， 而 Pg. 引起 肠 道 屏障 破坏 及 免疫 失衡 的 
具体 机 制 尚 不 完全 明确 。 

本 研究 建立 T2DM 小 鼠 模 型 ， 通 过 灌 胃 的 方式 ， 模 
拟 牙 周 炎 患者 唾液 内 Pg. 随 吞咽 动作 进入 肠 道 ， 观 察 肠 
道 炎 症 及 紧密 连接 蛋白 变化 ， 以 及 其 与 血糖 变化 之 间 的 
关系 ， 探 索 Pg. 是 否 通 过 改变 肠 道 免疫 屏障 和 机 械 屏障 
功能 影响 糖 代谢 。 
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124 实验 动物 与 实验 材料 

1.1.1 2022 年 5 月 一 2023 年 2 月 , 40 只 6-8 周 龄 
C57BL/6J 雄性 小 鼠 ，SPF 级 ， 体 质量 20~22 g， 购 自 
北京 华 皇 康生 物 科 技 股份 有 限 公 司 (动物 许可 证 号 : 
110322220102485742) 。 实 验 小 鼠 适 应 性 喂养 1 周 后 
进行 实验 ， 期 间 12 h 光照 和 12 h 黑暗 交替 循环 ， 温 度 
(24+1) €C, 湿度 (60+10) 和 %， 小 鼠 自由 摄食 、 饮 
水 。 动 物 实验 于 贵州 医科 大 学 实验 动物 中 心 完 成 ， 通 
过 贵州 医科 大 学 实验 动物 伦理 委员 会 批准 ( 审批 号 : 

2201457) 。 

1.1.2 主要 试剂 : 链 脲 估 菌 素 ( streptozotocin, STZ ) 

( 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 货 号 : S8050) ; A RUM 
啉 单 胞 菌株 (ATCC33277) ( 北 纳 生 物 ， 货 号 : 

BNCC236547) ; 小 鼠 脂 多 糖 (LPS) 酶 联 免 疫 吸 
附 测 定 (ELISA) 试剂 盒 (华美 生物 ， 货 号 : CSB- 
E09308H ) ; 脑 心 浸 液 琼脂 (BHI) 固体 培养 基 ( 索 莱 
宝 科 技 有 限 公 司 ，LA0360 ) ; Trizol (Takara, $t: 

9108) ; cDNA 反 转 录 试 剂 盒 (Prime Script™ RT masters 
Mix, Takara, $f 5: RR036A) ; TB Green Premix Ex 
Taq ( Takara, 5: RR820A) ; HE 染色 试剂 盒 ( 武 
汉 赛 维尔 生物 科技 有 限 公司 , 货号 : G1003 ) 。 主 要 仪器 : 

罗氏 卓越 精采 型 血糖 仪 ; 实时 荧光 定量 PCR fX. ( Bio- 
RAD) ; Infinite F50 经 济 型 光 吸 收 酶 标 仪 (TECAN ) ; 

无 菌 大 氧 箱 (AWSOOTG ) (ELECTROTEK ) ; 低温 高 
速 离 心机 (Thermo Fisher) ; 高 速 低温 组 织 研 磨 机 GR 
汉 塞 维尔 生物 科技 有 限 公司 ) 。 

12 ”实验 方法 

1.2.1 实验 分 组 与 建 模 : 适应 性 喂养 1 周 后 ， 随 机 数字 
表 法 随机 选取 24 只 小 鼠 用 于 T2DM 建 模 ， 采 用 高 脂 饮 
f (标准 60% 脂肪 供 能 纯化 型 饲料 ) 连续 饲养 4 周 ， 

期 间 自 由 摄食 、 饮 水 。 其 余 16 只 小 鼠 随机 分 为 对 照 组 
(N 组 , n=8) Ñ Pg. ZH (n28) , 同期 给 予 对 照 饲料 
(35% 脂肪 供 能 饲料 ) 喂养 。 建 模 小 鼠 腹 腔 注射 30 mg/ 
kg 的 2%STZ, 1 周 内 连续 腹腔 注射 3 次 ，N 组 腹腔 注射 
相同 体积 的 0.1 mmol/L ( pH24.5 ) 的 柠檬 酸 缓冲 液 ， 以 
2 次 空腹 血糖 ( FPG) = 11.1 mmol/L 或 随机 血糖 二 16.7 
mmol/L 为 T2DM 成 模 标 准 ， 保 留成 功 模型 (21 只 ) ， 

随机 选取 16 只 分 为 模型 组 (DM £H, n28) 和 模型 + 牙 
AREP Hke MAE (PD 组 ，n=8 ) ， 建 模 成 功 后 更 换 为 
3596 脂肪 供 能 饲料 继续 饲养 。 
1.2.2” 牙 疹 中 啉 单 胞 菌株 用 BHI 固体 培养 板 37 CRA 
环境 (80%N2、10%H2、10%C02 ) 培养 7d。 转 移 至 
BHI 液体 培养 基 增 菌 16~18 hb， 于 细菌 生长 对 数 期 时 ， 

VJ 3 500 r/min Ei 4» 5 min (离心 半径 8.6cm)， 弃 上 
清 。 用 无 菌 磷 酸 缓冲 盐 洲 液 (PBS) 重 悬 细菌 沉淀 后 ， 

测量 细菌 悬 液 吸光 度 ， 调 整 浓度 为 1 x 109 CFU/mL。 
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于 第 7 周 起 Pg. 组 和 PD 组 灌 饲 200 u L4 1x109 CFU/ 
mL Pg. 的 菌 液 ， 2 次 / 周 ,，DM 组 和 NN 组 灌 乌 等 量 无 菌 
PBS， 连 续 灌 饲 5 周 。 

1.2.3” 建 模 后 和 灌 胃 后 每 日 (或 者 隔 1 日 ) 观察 小 鼠 的 
精神 状态 、 活 动情 况 、 毛 发 色泽 变化 、 垫 料 干 湿 情 况 等 
一 般 状 态 。 检 测 小 鼠 体 质量 变化 及 FPG, 1 次 / 周 。 在 
5 周末 进行 口服 葡萄 糖 耐 量 试验 (OGTT) : 隔夜 禁 食 
12ph ,对 小 鼠 按 2g 人 kg 剂量 灌 胃 25% 葡萄 糖 注射 液 ,在 0、 
30、60、90、120 min 时 间 点 尾 静 肪 采血 ， 使 用 血糖 计 
测定 血糖 值 。 绘制 OGTT 曲线 , 计算 曲线 下 面积 (AUC ) 。 
124 灌 胃 5 周 后 ，1.25% 阿 佛 丁 (0.2 mL/10 g) 腹腔 
注射 麻醉 小 鼠 后 心脏 取 血 收集 血液 ， 后 用 5% KEARE 
(0.2 mL/10g ) 腹腔 注射 麻醉 处 死 ， 收 集结 肠 组 织 〈( 近 
盲肠 段 ) ， 取 部 分 置 于 4% 多 聚 甲 醛 固 定 ， 部 分 加 入 
RNA 稳定 液 置 于 -80 % 冰 箱 用 于 后 续 检 测 。 

1.2.5 心脏 取 血 收集 于 1.5 mL 离心 管 中 ，4。 C 过 夜 后 
于 2~8。 C, 1L000xg E 15 min， 取 上 清 ， 按 照 小 鼠 
LPS ELISA 试剂 盒 说 明 书 步骤 加 样 ， 全 自动 酶 标 仪 测定 
450 nm 处 的 吸光 度 COD 值 ) ， 绘 制 标准 曲线 计算 得 相 
1.2.6 KIRIL Æ: PCR (qPCR) 检测 结肠 紧密 连接 
蛋白 及 炎症 因子 : 称 取 0.1 g 结肠 组 织 ， 低 温 高 速 组 织 
人 研磨 机 进行 研磨 ，Trizol 法 提取 RNA， 超 微量 核酸 分 
析 仪 测量 总 RNA 浓度 。 根 据 逆转 录 试 剂 盒 ， 将 提取 
的 总 RNA 反 转 录 为 cDNA。 以 甘油 醛 -3- 磷酸 脱氧 酶 
( GAPDH) 为 内 参 基 因 ， 使 用 TB GreenTM Premix Ex 
TaqTM 本 进行 qPCR 检测 ， 每 样本 设置 3 个 复 孔 并 计算 
mRNA 的 相对 表达 ， 引 物 由 生 工 生物 工程 股份 有 限 公司 
提供 。 引 物 序列 见 表 1. 

127. 取 固 定好 的 结肠 样本 进行 梯度 乙醇 脱水 ， 常 规 石 
BOHR, HRR - 伊 红 (HE) Ha, TEŽ EH 
镜 下 观察 小 鼠 结肠 组 织 病变 。 

13 ”统计 学 分 析 

采用 SPSS 27.0 软件 进行 数据 分 析 ， 采 用 Graghpad 

Prism 9.0 软件 绘图 。 符合 正 态 分 布 的 计量 资料 以 (x+s ) 
表示 ， 多 组 间 均 数 比 较 采 用 重复 测量 方差 分 析 或 单 因 
素 方 差分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD 检验 或 Bonferroni 
法 ; 不 符合 正 态 分 布 的 计量 资料 以 1 (Ps, Pis) KIR, 
组 间 两 两 比较 采用 Kruskal-Wallis H T2354 3 Hj Pearson 
相关 性 或 Spearman 相关 性 分 析 探 究 小 鼠 FPG 与 结肠 
紧密 连接 蛋白 mRNA 表达 及 血清 LPS 含量 的 关系 。 以 
P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 


21 4 组 小 鼠 一 般 状态 及 体质 量 比较 
N 组 和 Pg. 组 小 鼠 充 满 活力 ， 毛 发 柔软 有 光泽 ， 热 
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料 干燥 ，DM 组 和 PD 组 精神 低落 ， 运 动 较 少 ， 热 料 潮 
湿 ， 毛 发 暗淡 ， 有 刺激 性 气味 ， 饮 食 及 饮水 量 增加 。 
灌 胃 前 第 2-6 周 小 鼠 体质 量 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 
(P«0.05) , ， 灌 胃 前 第 2~6 周 DM 组 体质 量 高 于 N 组 、 
Pg. 组 ，PD 组 体质 量 高 于 N 组 ,第 3~6 周 PD 组 体质 量 
高 于 Pg. 组 。 第 1 周 4 组 小 鼠 体 质量 比较 ， 差异 无 统计 
学 意义 (P>0.05 ) ， 见 表 2。 灌 骨 后 重复 测量 方差 分 析 


表 1 qPCR WFA 
Table 1 qPCR primer sequence 


基因 引物 
ZO-1 F: 5'-GCCGCTAAGAGCACAGCAA-3' 
R: S'-TCCCCACTCTGAAAATGAGGA —3' 


Occludin F: S'-TTGAAAGTCCACCTCCTTACAGA-3' 
R: 5'-CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG-3' 
IL-17A F: 5'-GAAGGCCCTCAGACTACCTCAA -3' 
R: S'-TCATGTGGTGGTCCAGCTTTC-3' 
IL-10 F: 5'-TGCTATGCTGCCTGCTCTTA -3' 
R: S'-TCATTTCCGATAAGGCTTGG-3' 
TNF- o F: 5'CAGGGTCTGGGCCATAGAACT-3" 


R: 5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3' 

TLR4 F: S'CAGAAATTCCTGCAGTGGGTCA -3' 
R: 5'- TCTCTACAGGTGTTGCACATGTCA —3' 

F: 5'CAGGTCGGTGTGA ACGGATTTG-3' 
R: 5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3' 
Hk: Z0-1= 紧密 连接 蛋白 1，Occludin= 闭合 蛋白 ，IL-17A= 白 介 
素 17A, IL-10- 白介素 10，TNF-aw= 肿瘤 坏死 因子 o, ，TLR4=Toll 
样 受 体 4，GAPDH= 甘油 醛 -3- 磷酸 脱氧 酶 。 


GAPDH 


Tw 
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结果 表明 ， 组 别 与 时 间 对 小 鼠 体 质量 存在 交互 作用 CP 
ax «0.01) ) ， 组 别 与 时 间 对 小 鼠 体 质量 主 效应 均 显 著 CP 
au «0.01, Pug <0.01 ) 。 第 9~11 周 N 组 、Pg. 组 体质 量 
高 于 DM 组 、 PD 组 , 第 11 周 PD 组 体质 量 低 于 DM 组， 
见 表 3。 
2.2 4 组 小 鼠 血 糖 情况 

灌 胃 前 第 3~6 周 4 组 小 鼠 FPG 比较 ,差异 有 统计 
学 意义 (P<0.05) ， 其 中 第 3~6 周 PD 组 高 于 N 组 、 
Pg. 组 , 第 4~6 周 DM 组 高 于 N 组 、Pg. 组 , 第 1~2 周 4 
组 小 鼠 FPG 比较 , 差异 无 统计 学 意义 (P<0.05 ) , 见 表 4。 
灌 胃 后 重复 测量 方差 分 析 结果 表明 ， 组 别 与 时 间 对 小 鼠 
FPG 存在 交互 作用 (Ps 20.021) ， 组 别 与 时 间 对 小 鼠 
FPG XXII (Pag«001, Pag «0.01) 。 第 7-11 
JE] Pg. ?H FPG (RF DM 2H, PD 组 ,PD 组 高 于 N 组 ,第 
10, 11JA] PD 组 高 于 Pg. 组， 见 表 5。 

组 别 与 时 间 对 小 鼠 OGTT 试验 各 时 间 点 血糖 存在 交 
互 作用 (Px5=0.013 ) ， 组 别 与 时 间 对 小 鼠 血 糖 主 效应 
均 显著 Pag«001, P«0.01) 。0~120 min DM 组 高 
于 N 组 、Pg. 组 ，PD 组 高 于 N 组 DM 组 、Pg. 组 ，120 
min Peg. 组 高 于 NN 组 ， 见 表 6。4 组 小 鼠 OGTT AUC 及 血 
iB LPS 含量 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.01 ) ， 其 中 
DM 组 AUC 高 于 N 组 、Pg. 组 , PD 组 高 于 N 组 DM 组 、 
Pg. 组， PD 组 LPS 高 于 N 组 、 DM 组 ， 见 表 7。 


表 7 4 组 小 鼠 OGTT AUC 及 血清 LPS 含量 比较 


表 2 灌 胃 前 小 鼠 体 质量 变化 情况 Cg) 


Table2 Changes of body mass in mice before irrigation 


分 组 只 数 第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 第 5 周 第 6 周 

N 组 8 21.05 + 0.83 21.44 + 1.05 21.11 + 1.29 20.36 + 0.94 22.80 x 1.85 23.79 + 1.72 
DM 组 8 21.05 + 0.83 23.55 + 0.89* 25.85 + 2.14 28.74 + 2.02 2748 + 1.22" 25.69 + 1.35* 
Pg. 组 8 21.00 + 0.64 21.50 + 0.85" 20.10 = 0.55" 22.08 + 1.59" 22.50 + 2.52” 23.88 + 1.86" 
PD 组 8 20.88 + 0.72 23.03 + 1.53° 25.38 + 1.05“ 29.26 + 2.40" 28.04 + 1.92" 25.45 + 0.94" 

F fü 0.012 7.403 35.835 50.012 18.471 3.563 

P (B 0.998 «0.01 «0.01 «0.01 «0.01 0.027 


注 : N 组 = 空白 对 照 组 ，DM 组 = 模型 组 ，Pg. 组 = FARAR, PD 组 = 模型 + 牙齿 中 啉 单 胞 菌 组 ;“ 表 示 与 N 组 比较 P<0.05," 表 


示 与 DM 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 Pg. 组 比较 P<0.05。 


表 3 灌 胃 后 小 鼠 体 质量 变化 情况 Cg) 


Table3 Changes of body mass in mice after irrigation 


分 组 只 数 第 7 周 第 8 周 第 9 周 第 10 周 第 11 周 

N 组 8 25.55 + 1.14 25.91 + 0.98 26.26 + 0.88 26.08 + 0.78 26.08 + 0.83 
DM 组 8 25.84 + 1.66 24.39 + 1.98 23.46 + 225 22.20 € 1.51 20.91 + 1.64 
Pg. 2H 8 25.39 + 0.98 26.15 + 0.74 26.06 + 0.79" 25.23 + 1.37" 24.33 + 0.91^ 
PD £H 8 25.60 + 1.56 24.75 + 1.04 22.16 + 1.59" 20.68 + 1.22" 18.96 + 1.44™ 

F fü Fxs=32.544, Fa 223.272, F wy =42.092 

PHB Pau«00010, Pag«0.01, P «0:01 


注 :“ 表 示 与 N 组 比较 P«0.05, ^ IR DM 组 比较 P«0.05, * 3&z 5j Pg. 组 比较 P<0.05。 
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表 4 灌 骨 前 小 鼠 FPG 变化 ( mmol/L ) 
Table4 Changes of fasting blood glucose in mice before irrigation 

分 组 只 数 第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 第 5 周 第 6 周 
N 组 8 5.91 + 0.46 6.09 + 0.38 6.41 +0.56 6.09 + 0.68 6.26 + 0.53 5.83 + 0.66 
DM 组 8 6.08 + 0.68 6.43 + 0.47 6.64 + 0.47 7.51 + 0.18* 13.34 + 1.20 14.26 + 1.12" 
Pg. 2H 8 6.06 + 0.66 6.06 + 0.40 6.46 + 0.60 5.86 + 0.60" 6.28 + 0.48" 5.96 + 0.78" 
PD 组 8 5.96 + 0.95 6.28 + 0.66 7.13 + 0.31* 7.19 + 0.84" 13.75 « 1.14* 14.19 + 1.59" 
F (ii 0.098 0.972 3.390 13.480 173.660 153.534 

P fi 0.960 0.420 0.032 «0.01 «0.01 «0.01 

注 :“ 表 示 与 N 组 比较 P<0.05,“" 表 示 与 DM 组 比较 P«0.05, * 3éz 5j Pg. 组 比较 P<0.05。 

X5 灌 胃 后 小 鼠 FPG 变化 (mmol/L) 
Table5 Changes of fasting blood glucose in mice after irrigation 

分 组 只 数 第 7 周 第 8 周 第 9 周 第 10 周 第 11 周 

N 组 8 5.61 + 0.64 5.98 + 0.69 6.15 + 0.46 6.46 + 0.58 6.08 + 0.63 
DM 组 8 13.91 + 2.56" 14.30 x 1.71 14.46 + 2.04* 13.84 + 1.62 14.26 + 1.32" 
Pg. 组 8 6.45 + 0.46" 6.58 + 0.58" 6.95 + 0.53" 745x123 8.15 + 1.90" 
PD 组 8 13.73 + 1.04™ 14.05 + 0.57™ 14.23 + 1.30" 15.84 + 1.77" 17.14 + 2.20" 
F fii F z =2.187, F4442358.936, F m =6.371 

PHH R an =, Paa pr 


表 6 4 组 小 鼠 OGTT 各 时 间 点 


注 :“ 表 示 与 N 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 DM 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 Pg. 组 比较 P<0.05。 


糖 比 较 (mmol/L ) 


Table 6 Comparison of blood glucose at each time point of OGTT test in 4 groups of mice 


分 组 只 数 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 

N 组 8 6.01 + 0.68 12.31 + 2.01 10.63 + 1.73 7.70 + 0.74 6.16 + 0.55 
DM 组 8 12.43 + 1.55 20.00 + 4.89* 18.35 + 4.30 15.54 + 2.26 13.95 + 1.32 
Pg. 组 8 7.56 x 0.93^ 15.09 + 1.55" 13.46 + 1.42^ 10.59 + 1.60" 9.30 + 1.55® 
PD 组 8 15.08 + 1.29" 25.79 + 3.43" 24.01 + 4.39"* 20.88 + 4.74" 16.91 + 1.89" 

F (fi F x4 =3.902, Fam=52.580, F wi 263.235 

P (H Pxs=0.013, Pag «0.01, P p «0.01 


Table 7 Comparison of AUC of OGTT and serum LPS level among four 


groups of mice 


分 组 只 数 OGTT AUC ( mM/min ) LPS ( EU/mL ) 

N 组 8 1 102 +96 1.55 (146, 3.17) 
DM £H 8 2 012 + 302° 3.52 (2.95, 4.50) 
Pg. 组 8 1427 + 137^ 3.92 (3.02, 5.49) 
PD 组 8 2 597 + 394" 9.42 (5.63, 14.10) ^" 

F fii 25.348 20.418 

P (B «0.01 «0.01 


注 :“ 表 示 与 N 组 比较 P«0.05, ^ KIRS DM 组 比较 P«0.05, ° X 
示 与 Pg 组 比较 P<0.05。 


2.5 4 组 小 女 结 肠 紧 密 连接 和 蛋白 及 炎症 因子 mRNA 表 
达 水 平 

4 组 小 B& Z0-1、Occludin、IL-17A、IL-10、 
TNF-a , TLR4 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 
其 中 PD 组 Z0-1 低 于 N 组 , DM 组 Occludin 低 于 N 
组 ， PD 组 Occludin 低 于 N 组 、 DM 组 、Pg. 组 ， PD 组 


ik: OGTT= 口服 葡萄 糖 耐量 试验 ;“ 表示 与 N 组 比较 P<0.05,， 表 示 与 DM 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 Pg. 组 比较 P<0.05。 


IL-17A 低 于 N 组 、 Pg. 组 , N 组 IL-10 高 于 DM 组 、 
Pg. 组 、PD 组 , PD 组 TNF-a 高 于 N 组 DM fH, 
Pg. 组,，Pg. 组 、 PD 组 TLR4 高 于 N 组 ， 见 表 8。 
2.4 FPG 与 结肠 紧密 连接 蛋白 mRNA 和 血清 LPS & 
量 的 相关 性 分 析 

相关 性 分 析 结 果 表 明 ，FPG 与 LPS 呈正 相关 , 与 
Occludin 呈 负 相关 (P«0.05) ， 见 表 9。 
2.5 4 组 小 鼠 结 肠 组 织 HE 染色 结果 

结肠 HE 染色 切片 显示 ，N 组 结肠 隐 和 突 深 度 及 形态 
结构 正常 ， 肠 腺 数量 丰富 ， 未 见 明 显 炎 性 细胞 。Pg. 组 
和 DM 组 固有 层 可 见 结缔 组 织 增生 ， 伴 淋巴 细胞 灶 性 浸 
润 ， 局 部 间 质 也 可 见 少 量 淋 巴 细胞 浸润 ; 而 PD 组 固有 
层 伴 淋 巴 细胞 灶 性 浸润 ; 局 部 间 质 可 见 少量 淋巴 细胞 浸 
润 ; 黏膜 下 层 轻 度 水 肿 ， 结 缔 组 织 排列 稀疏 ， 伴 少量 淋 
巴 细胞 浸润 , 结肠 隐 窒 深度 变 浅 , 部 分 隐 窗 形态 不 典型 ， 
见 图 1。 
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表 8 4 组 小 鼠 结肠 紧密 连接 蛋白 及 炎症 因子 mRNA 表达 水 平 比较 


Table 8 Comparison of mRNA expression levels of colonic tight junction protein and inflammatory factors among 4 groups of mice 
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分 组 只 数 ZO Occludin IL-17A IL-10 TNF-a TLR4 
N 2l 8 1.05 (0.70, 1.16) 1.02 + 0.24 1.03 (0.40, 1.76) 1.04 + 0.30 1.07 + 0.39 1.06 + 0.36 
DM 组 8 0.95 (0.40, 1.17) 0.60 + 0.14* 0.34 (0.15, 1.54) 0.55 + 0.09* 1.11 +0.38 1.67 + 0.49 
Pg. 2H 8 0.52 (0.30, 1.23) 0.74 + 0.28 0.94 (0.53, 1.38) 0.58 + 0.19" 1.14 + 0.76 2.46 + 1.09* 
PD 组 8 0.36 (0.26, 0.46) ° 0.20 + 0.05" 0.16 (0.12, 0.34) " — 0.60x0.13* 2.97 € 1.10" 3.94 + 1.95" 
F(H) fü 9.940" 23.867 9.571" 11.010 13.459 9.249 
已 值 0.019 <0.01 0.023 <0.01 一 0.01 <0.01 


注 :“ 表 示 与 N 组 比较 P<0.05,“" 表 示 与 DM 组 比较 P<0.05, * 


表 9 小 鼠 FPG 与 结肠 紧密 连接 蛋白 mRNA 和 血清 LPS 含量 的 相关 
性 分 析 


Table 9 Correlation analysis of fasting blood glucose, colonic tight 


junction protein mRNA expression and serum LPS levels in mice 


JA H a P 值 
LPS 0.635* «0.01 
Z0-1 -0.377* 0.034 
Occludin -0.746 «0.01 


注 :“ 表 示 7, 值 。 
3 讨论 


每 人 每 天 可 以 分 泌 1.0~1.5 工 的 唾液 。 在 生理 条 件 
下 ， 由 于 受到 胃酸 和 碱 性 胆汁 的 保护 ， 唾 液 菌 群 很 少 到 
达 肠 道 。 然 而 ， 牙 周 炎 患 者 的 唾液 菌 群 与 口腔 健康 者 明 
显 不 同 '" 21 。 牙 周 病 患者 的 唾液 中 Pg. 等 有 害 菌 丰 度 
明显 更 高 "231 。21~23 岁 重度 牙 周 炎 患 者 每 天 大 约 吞咽 
1012-1013 个 Pg. ^ Pg. 由 于 其 抗 酸性 可 能 会 通过 胃 
酸 到 达 肠 道 ， 破 坏 肠 道内 环境 的 平衡 '"] 。 

在 肠 道内 ， 肠 道 屏障 由 微生物 屏障 、 笑 液 屏 障 、 物 
理 屏 障 和 免疫 屏障 组 成 ， 构 成 了 肠 道 抵御 外 部 病原 体 的 
第 一 道 防 线 ， 无 论 是 哪 一 层 肠 道 屏障 的 破坏 ， 均 可 能 会 
导致 “ 肠 瘘 ” 的 形成 ， 肠 道内 细菌 及 代谢 产物 则 可 能 通 
过 上 肠 道 进入 血液 ， 加 重 多 种 系统 的 疾病 ， 如 关节 炎 、 肝 
病 、 脑 病 、T2DM、 炎 症 性 肠 病 (IBD ) 、 肥 胖 等 1 二 
"] 。 本 研究 发 现 ，Pg. 灌 胃 后 ， 肠 道 免 疫 屏障 及 机 械 屏 
障 功能 受 损 ，T2DM 小 鼠 的 血糖 调节 能 力 和 胰岛 素 敏 感 
性 降低 ， 在 高 血糖 的 基础 上 ， 糖 代谢 紊乱 进一步 加 重 。 

肠 道 免 疫 屏 障 主要 由 免疫 细胞 及 其 细胞 因子 组 成 ， 


Ba o x 
为 DM 组 , D 


: ^N iS TN S 
$ Qa SE, 
E WU WC ES e 
UE: AU NAH, B% Pe. ZH, C 为 PD 组 ; 箭 


L a Di 
为 淋巴 细胞 浸润 。 


表示 与 Pg 组 比较 P«0.05, "5 H fiis 


肠 道 免 疫 调节 细胞 作为 肠 道 菌 群 与 糖尿 病 之 间 的 “ 桥 
梁 ”， 免 疫 平衡 的 破坏 伴随 T 淋 巴 细胞 及 细胞 因子 平衡 
紊乱 ， 通 过 影响 胰腺 、 肝 脏 等 其 他 内 分 泌 器 官 ， 对 机 体 
免疫 状态 、 糖 脂 代 谢 和 胰岛 素 敏 感性 产生 不 利 影响 2) 。 
CD4+T 辅助 细胞 (Th) 在 维持 肠 道 免 疫 中 起 着 关键 作 
用 ，CD4+IL-17+Th17 细胞 和 CD4+CD25+Foxp3+T 细胞 
( Th17/Treg 细胞 ) 之 间 的 平衡 是 免疫 稳 态 的 基础 。 肠 
道 免疫 失衡 时 常 表现 为 Th17/Treg 细胞 及 相关 细胞 因子 
比例 失衡 ， 表现 为 Th17 相关 促 炎 因子 IL-6、TNF- a、 
IL-17A fl IL-17F 浓度 增加 ， 而 Treg 相关 抗 炎 因子 转化 
生长 因子 -B (TCF-B ) , IL-10 则 相应 减少 。 本 研究 
RIL, WES Pe 后 ，T2DM 小 鼠 结肠 内 促 炎 因子 TNF- a 
的 表达 增加 , 而 抗 炎 因子 IL-10 的 基因 表达 进一步 减少 ， 
HE 染色 结果 显示 ，PD 组 结肠 固有 层 及 间 质 内 炎症 性 病 
理 变 化 较 DM 组 和 Pg. 组 更 为 明显 ， 表 明 结 肠 内 可 能 存 
在 Th17/Treg 比例 失调 ， 肠 道 免 疫 稳 态 破坏 更 加 显著 。 
其 中 IL-10 不 仅 在 免疫 反应 中 起 抗 炎 作用 ， 近 年 来 多 项 
研究 发 现 ， 其 在 糖尿 病 发 展 中 也 发 挥 一 定 保护 作用 。 喜 
4&1 RM, T2DM 患者 外 周 血 中 Th17/Treg 细胞 百分率 
及 相关 细胞 因子 ( 主要 是 IL-10 和 TGF-B ) KERE 
降低 。STZ 诱导 的 非 肥胖 型 糖尿 病 小 鼠 在 接受 携带 有 编 
fij IL-4 fl IL-10 质粒 的 细菌 株 联合 治疗 后 ， 可 以 有 效 
降低 高 血糖 以 及 胰岛 的 破坏 .2 。 推 测 灌 胃 Pg. 后 IL-10 
的 减少 可 能 不 仅 通过 影响 肠 道 免疫 影响 血糖 ， 还 有 可 能 
是 IL-10 本 身 对 血糖 的 直接 影响 。 

肠 道 Th17/Treg 存在 免疫 失衡 时 通常 伴 有 IL-17A 
的 增加 。 在 胶原 蛋白 诱导 的 关节 炎 模 型 中 ， 口 服 Pg. 可 


图 1 小 鼠 结肠 组 织 HE 染色 (x200) 


Figure 1 HE staining of colon tissue in mice 
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诱导 肠 道 免疫 模式 向 Th17 优势 方向 转变 ， 并 伴随 肠 道 
微生物 区 系 的 改变 ， 加 重 小 鼠 胶原 蛋白 诱导 的 关节 炎症 
状 1。 但 也 有 研究 发 现 ，IL-17A 可 在 多 种 组 织 中 具有 
诱导 促 炎 和 抗 炎 反应 两 种 作用 .2 ， 在 肠 道中 还 可 以 促 
进 上 皮 细 胞 增殖 ， 上 调 抗菌 肽 和 紧密 连接 蛋白 的 表达 ， 
从 而 保护 肠 粘 膜 免 受 各 种 病原 体 的 感染 .2 。 应 用 芽 - 
17A 抑制 剂 或 IL-17A 受 体 CIL-17RA ) 抑制 剂 可 削弱 
结肠 炎 小 鼠 肠 道 屏 障 ， 加 重 肠 道 炎症 77 。 此 外 ， 有 研 
究 发 现 ， 高 脂 饮食 小 鼠 其 肠 道内 Th17/IL-17 的 减少 与 
体重 增加 ， 糖 耐量 减少 及 胰岛 素 抵 抗 具 有 相关 性 二 。 
证 明 胰 岛 素 敏感 性 降低 在 内 的 代谢 性 疾病 早期 与 肠 道 微 
生物 群 多 样 性 降低 ， 以 及 IL-17/[L-22 FRIMA | 。 
肠 道 中 除 Th17 细胞 外 ， 自 然 杀 伤 细 胞 (NK 细胞 ) 、 
y 5T 细胞 、CD8+T 细胞 等 多 种 细胞 也 参与 IL-17 的 分 
iD. KWP, HERE Pg. 后 的 糖尿 病 小 鼠 结 肠 IL-17A 
呈现 减少 趋势 ， 并 与 紧密 连接 蛋白 变化 相 一 致 。 提 示 
Pg. 可 能 通过 影响 其 他 免疫 细胞 分 泌 IL-17 进而 对 结 
紧密 连接 蛋白 产生 影响 , 而 其 具体 机 制 有 待 进一步 探索 。 

Toll 样 受 体 (TLRs ) 是 病原 体 相 关 分 子 模式 (PAMP ) 
识别 受 体 ,不仅 表达 在 天 然 免疫 细 胞 和 特 化 抗原 提 呈 
细胞 (APC ) 表面 ， 也 表达 在 CD4+T 细胞 表面 。 其 中 
TLR4 可 以 识别 并 结合 革 兰 氏 细 菌 的 LPS， 激 活 核 因 
子 -kB 信号 通路 ， 引 起 肠 道 Th17/Treg 细胞 比例 失调 
和 胰岛 素 抵抗 7^ ” ， 进 而 影响 糖尿 病 的 发 展 。 

Occludin, ZO-1 是 构成 肠 道 紧密 连接 的 主要 香 白 因 
TOUS. ， 常 作为 肠 道 机 械 屏 障 功 能 的 检测 指标 。 本 研究 
发 现 ,与 N 组 小 鼠 对 比 ，DM 组 和 PD 组 结肠 Occludin 
的 mRNA 表达 量 均 降低 ， 而 PD 组 的 两 种 紧密 连接 蛋 
白 的 降低 更 为 明显 。 表 明 无 论 是 糖尿 病 还 是 单纯 灌 胃 
Pg. 均 可 能 对 肠 道 机 械 屏障 和 人 免疫 屏障 产生 一 定 影响 。 
而 在 T2DM 基础 上 进行 Pg. 灌 胃 后 ， 肠 道 机 械 屏障 和 人 免 
疫 平衡 的 破坏 更 为 明显 , 并 且 血 清 内 LPS 含 量 显著 增加 ; 
小 鼠 血糖 变 化 与 Oeccludin . ZO-1 的 mRNA 表达 呈 负 相关 ， 
与 LPS 含量 变化 呈正 相关 ， 进 一 步 证 明 ， 肠 道 屏 障 破坏 
导致 的 LPS 入 血 可 能 是 引起 血糖 变化 的 关键 因素 。 

综 上 所 述 ，Pg. 灌 胃 处 理 后 ， 对 结肠 机 械 屏障 及 人 免 
疫 屏障 的 破坏 ， 在 高 血糖 背景 下 更 为 显著 ， 可 能 导致 肠 
道内 LPS 入 血 ， 进 一 步 加 重 糖尿 病 小 鼠 血糖 调节 及 胰 
岛 素 敏感 性 受 损 。 体 外 研究 发 现 ，LPS 可 以 通过 X 念 
结合 蛋白 1 调控 脂肪 细胞 胰岛 素 受 体 底 物 1、 磷 酸 肌 醇 
依赖 性 蛋白 激酶 1、 蛋 白 激 酶 B 信号 通路 ， 影 响 胰岛 素 
信号 的 传导 ， 因 此 ，LPS 可 能 是 Pe 通过 肠 道 引起 
远 端 器 官 糖 脂 代谢 损害 的 重要 靶 点 。 对 于 Pg. 对 肠 道 屏 
障 的 破坏 ， 推 测 一 方面 可 能 是 由 于 灌 胃 Pg. 后 引起 肠 道 
微生物 及 代谢 物 变 化 的 直接 作用 ; 另 一 方面 可 能 与 
肠 道 免疫 平衡 打破 ， 如 IL-17A、IL-10 减少 ，TLR4、 
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TNF-a 等 免疫 因子 增加 有 关 。 本 研究 进一步 验证 了 
Pg. 可 以 通过 口 - 肠 途 径 影 响 糖 尿 病 的 发 展 ， 而 其 引起 
肠 道 免疫 屏障 、 机 械 屏障 破坏 的 潜在 机 制 ， 以 及 LPS 入 
血 后 对 全 身 糖 脂 代谢 的 具体 机 制 有 待 进一步 的 探索 。 

作者 贡献 : 李 萧 纹 提 出 主要 研究 目标 ， 负 责 研 究 的 
构思 与 设计 ， 研 究 的 实施 ， 撰 写 论 文 ; 陈 文 文 、 黄 明 坤 
进行 数据 收集 与 整理 ,统计 学 处 理 ， 图 、 表 的 绘制 与 展 
示 ; 闫 福 华 、 英 朝 伦 进 行 论文 的 修订 ; 张 军 梅 ， 李 萧 纹 
负责 最 终 版 本 修订 ， 对 论文 负责 。 
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